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(54) TItre: NOt VEAUX SUBSTRATS ENZYM^^TIQUES POUR LA DETECTION DEP^/^C/DaA/aV-l^/^r/et/GJ^^^OS.^. COM- 
POSITIONS LES CONTENANT ET PROCEDE DE DETECTION DE CETTE ESPECE 

(57) Abstract: The invention concerns an enzymatic substrate consisting of a target portion and a marker portion, the target portion 
being separated from the marker portion by hydrolysing the substrate, said target portion characterising the desired enzymatic ac- 
tivity. The invention also concerns a composition containing at least such a substrate and a method for detecting the Pseudomonas 
aeruginosa bacterial species. The target portion of the substrate enables to reveal a ^alanine aminopeptidasc enzymatic activity and 
the marker portion is a molecule revealing the hydrolysis reaction. The invention is particularly useful in the field of diagnosis. 

(57) Abrege: La picsenle invention concerne un subsirat enzymatiquc constiiue d'une panic cibie et d'une partie marqueur, I'hy- 
drolyse du substrat perniettant la separation dc la partie cible et dc la panic marqueur, ladite partie ciblc caracierisant 1' activity 
enzymatiquc recherchee. Elle concerne e'galement une composition conlenani au moins un tel substrat, ainsi qu'un precede de de- 
tection de I'espece baci^rienne Pseudomonas aeruginosa. La partie cible du substrat permet de r^v^ler unc activild enzymatiquc 
p-alanine aminopeplidase et la partie marqueur est une molecule revclani la reaction d'hydrolyse. U invention trouve une application 
prefereniielle dans le domaine du diagnostic. 
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Nouveaux substrats enzymatiques pour la detection de Pseudomonas aeruginosa^ 
compositions les contenant et procede de detection de cette espece 

DESCRIPTION 

5 

La presente invention concerne un substrat utilisable dans un test de detection 
de Tactivite enzymatique P-alanine aminopeptidase. Elle conceme egalement une 
composition contenant au moins un tel substrat, ainsi qu'un procede de detection de 
r espece bacterienne Pseudomonas aeruginosa. 

10 

Depuis de ires nomhrcuses annees, on utilise des substrats particuliers pour 
permettre la determination de la presence ou de Vabsence d'activites enzymatiques 
caracteristiques de micro-organismes. Par le choix des substrats, selon qu 7/ y a 
reaction ou rton, il est possible de caracteriser la nature dun genre de micro- 
15 organismes ou de differencier des souches et/ou des especes d\m genre microbien 
donne. 

Les substrats synthetiques d' enzymes sont const iiuees de deux parties, une 
premiere pariie specifique de I activite enzymatique a reveler, ci-apres appelee partie 
cible, et une seconde pariie faisant office de marqueur, ci-apres appelee partie 
20 marqueur. 

Ces substrats particuliers peuvent etre fluorescents ou chromogenes. En fait, 
c 'est la seconde partie marqueur ou le produit de sa reaction avec un ou plusieurs 
autres composes, voir a ce propos la demande de brevet PCT/FR99/00781 deposee au 
nom de la demanderesse, qui est fluorescente ou chromogene lorsqu'elle nest plus 

25 associee a la premiere pariie cible. 

Or I'etat de la technique nc decrit pas de test simple pour caracteriser 1' espece 
Pseudomonas aeruginosa, qui reste pourtant une espece des plus recherchees du fait dc 
sa grande pathogenicite, sa frequence de distribution assez importante et son 
implication dans de nombreuses maladies nosocomiales. 

30 Conformement a la presente invention, on propose une gamme de substrats a 

base de P-Alanine comme partie cible, qui permettent tous une reelle detection de 
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Pseudomonas aeruginosa. L' invention conceme encore une composition contenant au 
moins un tel substrat ainsi qu'un precede de detection de Pseudomonas aeruginosa. 

Certes Vactivite fi-Alamne est deja bien connue, Ainsi dans un article de 
Kasafirek, Evzen et al., intitule « Role of amino acid residues in chromogenic substrates 
cleaved by pancreatic elactase », Collect. Czech, Chem, Commun. (1987), 52(6), 1625- 
33, il est mentionne des substrats chromogeniques comme par exemple la fi-Alanine p- 
Nitroaniline (voir sa synthese en page 1631). 

La difference, qui nous semble essentielle par rapport a la presente invention, a 
pour objet la cible que nous visons a savoir Pseudomonas aeruginosa, et non Tenzymc 
d'Elastase pancreatique. 

Un article provenant de J. B. Suszkiw, A. S. Brecher, sur « Brain Aminoacyl 
Arylamidase. Further Purification of the Soluble Bovine Enzyme and Studies on 
Substrate Specificity and Possible Active-Site Residues », Biochemistry, vol 9, no. 20 
(1970), pages 4008-4017, propose une technique de purification dune Arylamidase 
soluble extraite de I 'encephale de bovins, la /3-Alanine fi-naphtylamine (voir sa synthese 
enpage4010 2'"'' alinea). 

La encore, la cible est completement differente de celle que nous envisageons. 

A cet effet, la presente invention conceme un substrat enzymatique constitue 
d'une partie cible et d'une partie marqueur, I'hydroiyse du substrat permcttant la 
separation de la partie cible et de la partie marqueur, ladite partie cible caracterisant 
i'activite enzymatique recherchee, caracterise par le fait que la partie cible permet de 
reveler une activite enzymatique p-alanine aminopeptidase d'au moins un micro- 
organisme Pseudomonas aeruginosa, et la partie marqueur est une molecule revelant la 
reaction d'hydrolyse. 

Selon une variante preferentielle de realisation, la partie cible est constituee de 
P-Alanine ou d'un de ses derives el la partie marqueur est une molecule chromogene ou 
fluorescent. 

Toujours selon une variante preferentielle de realisation, le substrat est de 
formule : 

H2N-CH2-CH2-CO-NH-R, 
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ou H2N-CH2-CH2-CO- est la partie cible et -NH-R est la partie marqueur chromogene 
ou fluorescent du substrat. 

Encore selon une variante preferentielle de realisation, la partie marqueur est 
constituee de : 

- p-Naphtylaraine, 

- Aminomethylcoumarine, tel que 7-amino-4-methyUcoumarine, 

- derive de TAminobenzene, tel que 4-amino-2,6-dichlorophenol, 

- p-Nitroaniline, ou 

- 2-amino-indoxyl ou 3-amino-indoxyl. 

L' invention concerne egalement une composition permettant la detection d'au 
moins une souche et/ou une espece de micro-organismes qui comprend au moins un 
substrat, tel que decrit ci-dessus, et un milieu de culture. 

Selon une variante, la composition permettant la detection d'au moins souche et 
une espece de micro-organismes ou d'au moins deux souches ou deux especes de 
micro-organismes, qui comprend au moins un substrat, tel que decrit ci-dessus, au 
moins un autre substrat et un milieu de culture. 

Selon une variante, le milieu de culture contient un revelateur. 

Dans ce cas, le milieu de culture contient comme revelateur : 

- du sel de diazonium, lorsque la partie marqueur liberee est la P-Naphtylamine, ou 

- de I'Acide 3,5-dihydroxy-2-naphtoique, lorsque la partie marqueur liberee est un 
deriv6 de I'Aminobenzene. 

Preferentiellement, la composition est sous la forme d'un milieu liquide ou d'un 
milieu gelose. 

L'invention concerne enfm un procede de detection de I'espece bacterienne 
Pseudomonas aeruginosa^ ce procede consiste : 

- a mettre au moins un substrat permettant de detecter Tactivite enzymatique p-alanine 
aminopeptidase en presence d'un echantillon suspecte de contenir au moins un micro- 
organisme Pseudomonas aeruginosa^ et 

- a observer T apparition de reactions colorees et/ou fluorescentes. 

Selon une variante, le procede de detection de I'espece bacterienne 
Pseudomonas aeruginosa, consiste : 
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- a mettre au moins un substrat permettant de detecter Tactivite enzymatique P-alanine 
aminopeptidase en presence d'un echantillon suspecte de contenir au moins un micro- 
organisme Pseudomonas aeruginosa^ 

- a mettre au moins un substrat permettant de detecter une activite enzymatique 
5 differente de p-alanine aminopeptidase en presence de T echantillon suspecte de 

contenir au moins un autre micro-organisme que Pseudomonas aeruginosa^ cette autre 
activite enzymatique permettant de difFerencier Pseudomonas aeruginosa de cet autre 
micro-organisme, et 

- a obser\'er Tapparition de reactions colorees et/ou fluorescentes. 

10 Dans les deux cas de figure ci-dessus, le milieu de culture est gelifie. 

Dans ce cas, on ajoute dans ce milieu de culture un produit reduisant la 
migration de la ou des colorations obtenues. 

La presente invention conceme Tutilisation d'une propriete biologique propre a 
15 la plupart des souches de I'espece bacterienne Pseudomonas aeruginosa, qui possede 
une activite P-alanine aminopeptidase. Cette propriete ne se retrouve que chez de rares 
autres espfeces. 

L'invention consiste a associer a la partie cible specifique de I'enzyme, qui est 
constituee par la p-Alanine, une partie marqueur adaptee. De telles parties marqueurs 
20 pour reveler cette activite existent deja, mais leur utilisation pour detecter Pseudomonas 
aeruginosa n'est pas connue, puisque le lien entre cette espece et cette activite 
enzymatique n'a jamais ete decrite. 

Ainsi. la premiere famille de substrats est constituee d'une molecule ayant les 
Napht>'lamines comme partie marqueur, dont Tune des formules, correspondant au 
25 substrat p-alany!-P-naphtylamide, est : 
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15 



20 



dans laquelle Ri, R3, R4, R5, R6, R?, et Rg representent un atome d'hydrogene ou de 
brome ou de chlore ou d'iode ou par un groupement de type -OH, -CH3, -CH2CH3, - 
OCH3, -OCH2CH3 ou COOH a chacune de ces positions. La P-Naphtylamine peut etre 
utilisee pour detecter I'activite p-alanine aminopeptidase, c'est ce que decrit la these de 
Docteur-Ingenieui* de monsieur Daniel Monget, soutenue devant TUniversite Claude 
Bernard - Lyon I le 4 juillet 1978 (N*' d'ordre 297). Ce t>'pe de molecules etant incolore, 
il convient pour qu'elles soient utilisables d'ajouter un revelateur, tel que du sel de 
diazonium. 

La deuxieme famille de substrats de Tetat de la technique est constituee par des 
molecules dont la partie marqueur est a base d'Aminomethylcoumarine, qui est 
fluorescente une fois liberee de sa partie cible. La formule generale de cette famille de 
substrats peut etre deduite de la formule particuliere suivante, qui correspond a la P- 
Alanyl-7-amido-4- methylcoumarine : 

R9 



H2N - CH2- CH2- CO -m^^J^^o^^^ 




R24 CH3 

dans laquelle R9, R12, R13, Rm et R15 representent un atome d'hydrogene ou de brome 
ou de chlore ou d'iode ou par un groupement de type -OH, -CH3, -CH2CH3, -OCH3, - 
OCH2CH3 ou COOH a chacune de ces positions. Ce type de substrats est peu adapte a 
une utilisation dans des milieux geloses, et est plus utilise en milieu liquide. 

La troisieme famille de substrats est constituee de p-Alanyl-4-amino-2,6- 
dichlorophenol ayant le 2,6-Dichloroaminoph6nol comme partie marqueur, dont la 
formule globale est la suivante : 



H2N-CH2-CH2-CO-HN 
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dans laquelle Ri6 et Rn representent un atome d'hydrogene ou de brome ou de chlore 
ou d'iode ou par un groupement de type -OH, -CH3, -CH2CH3, -OCH3, -OCH2CH3 ou 
COOH a chactme de ces positions. Ce type de molecules a deja ete decrite dans une 
precedente demaiide de brevet WO-A-99/5 1 767, deposee par la demanderesse, et 
necessite la presence d'un revelateur seche, par exemple I'Acide 3,5 dihydroxy-2- 
naphtoique. Toutefois, cette demande de brevet WO-A-99/5 1767 montre qu'il est 
possible d'utiliser d'autres molecules oti les deux atomes de chlore et le groupement 
hydroxyle sont remplaces par un atome d'hydrogene ou de brome ou de chlore ou 
d'iode ou par un groupement de t>'pe -OH, -CH3, -CH2CH3, -OCH3, -OCH2CH3 ou 
COOH a chacune de ces positions. 

La quatrieme famille de substrats est a base de P-Alanyl p-nitroanilide ou 
derives, avec la p-Nitroaniline comme partie marqueur. La formule generale de ce type 
de substrats est la suivante : 



dans laquelle Rig, R)9, R20 et R21 representent un atome d'hydrogene ou de brome ou de 
chlore ou d'iode ou par un groupement de type -OH, -CH3, -CH2CH3, -OCH3, - 
OCH2CH3 ou COOH a chacune de ces positions. Ce produit ne necessite pas la 
presence d'un revelateur. 

La cinquieme famille de substrats est a base de 2-Amino-indole ou de 3-Amino- 
indole comme partie marqueur. La formule generale de ces substrats est la suivante 
pour le 2-Amino-indole: 



H2N-CH2-CH2^CO-HN 




NO2 




/ 



NH-CO-CHj-CHj-NHj 
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et pour le 3 -Amino-indole : 




Tous ces substrats sont chromogenes a Texception de la deuxieme famille qui 
5 est fluorescente, et constituent tous des molecules permettant I'identification de 
Tactivite enzv'matique p-alanine aminopeptidase de Pseudomonas aeruginosa. Cette 
identification permet de bien differencier cette espece pathogene en clinique d'autres 
especes de bacilles a Gram negatif proches. 

10 1^) Substrats utilises: 

Les substrats enzymatiques utilises sont de formula : 
H2N-CH2-CH2-CO-NH-R, 
ou H2N-CH2-CH2-COOH est la p-Alanine, c'est-a-dire la partie cible du substrat et - 
NH2-R est le chromogene, c'est-a-dire la partie marqueur dudit substrat. 
15 Quatre substrats ont ete testes qui correspondent aux quatre premieres families 

de substrats precedemment decrites. II y a : 

- la p-Alanyl-p-naphtylamide, qui est commercialisee sous la reference K1035 par la 
societe Bachem, Bubendorf, Suisse, 

- la p-Alanyl-7-amido-4-methyIcoumarine, qui est commercialisee sous la reference 
20 11030 par la societe Bachem, Bubendorf, Suisse, 

- la p-Alanyl-4-amino-2,6-dichlorophenol, dont la synthese sera exposee ci-dessous, et 

- la p-Alanine p-nitroanilide dont la synthese sera exposee plus loin. 

La synthese de la P-Alanyl-4-amino-2,6-dichlorophenol est effectuee a partir de 
N-Tert-butoxycarboxyl-P-alanine (L89 g, 10 mmol). Ce N-Tert-butoxycarboxyl-p- 
25 alanine est dissous dans du Tetrahydrofiirane anhydre (HPLC grade, 30 ml). La solution 
est refroidie a 0°C en utilisant un bain de glace et de sel, et on ajoute du N- 
methylmorpholine (2,02 g, 20 mmol). On porte la temperature en-dessous de -10°C, et 
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on ajoute Tlsobutyl chloroformate (2,74g. 20 mmol) graduellement tout en conserver la 
temperature en-dessous de -S'^C. On ajoute a la suspension anhydre ci-dessus, une 
solution froide de 4-Amino-2,6-dichlorophenol (1,78 g, lOmmol), dissous dans du 
Dimethylformamide at trailee avec du N-methylmorpholine (4,08 g, 40 mmol) pour 
5 liberer la base libre. Cette solution est maintenue en-dessous de la temperature 
ambiante avant Taddition ci-dessus mentionn6e. Le melange reactionnel obtenu est 
agite dans un bain de glace et de sel pendant 1 heure, et ensuite pendant 5 heures a la 
temperature ambiante. Une chromatographie couche mince indique une conversion 
presque complete de produit en amide. La suspension est filtree pour eliminer 

10 I'Hydrochlorure de N-methylmorpholine, le residu etant lave en ajoutant du 
Tetrahydrofurane, Ensuite on utilise un vaporisateur rotatif pour retirer le 
Tetrahydrofurane et un peu de Dimethylformamide, ct puis on verse lentement la 
solution obtenue dans de I'eau glacee vigoureusement agitee. Le precipite gris est 
repris, bien lave a Teau et seche dans un four a vide a 30-40°C. Le produit est 

15 recristallise dans le methanol avec Faddition d'un peu d'eau, ce qui donne 1,72 g de 
petits cristaux blancs. II s'agit du N-a-t-BOC-p-alanyl-4-amino-2,6-dichlorophenol qui 
est ensuite dissous dans un minimum d'Acetate d'ethyle sature de chlorure 
d'hydrogene. Apres 2 heures a environ la solution visqueuse est versec 

doucement dans 250 ml d'Ether diethylique anhydre. Aprcs 4 heures, le solide 

20 pulverulent est recupere par filtration sous vide et lave a I'Ether diethylique. Le produit 
est enfin seche dans un dessiccateur a vide et isole pour minimiser I'hygroscopicite. 

La synthese de la P-AIanine p-nitroanilide est la suivante. Une masse de 2,76 
grammes (g), soit 20 millimoles (mmol) de 4-Nitroaniline est dissoutc par agitation en 
presence de 40 millilitres (ml) de pyridine sechee et prealablement refroidie a une 

25 temperature de moins 12°C. D'autre part, du Trichlorure de phosphore (1 ml redistille) 
est ajoute a 12 ml de pyridine, toujours a la temperature de moins 12°C. Les deux 
solutions sont ensuite refroidies a moins IG^'C et la deuxieme solution contenant le 
Trichlorure de phosphore est ajoutee sous agitation a la premiere solution contenant la 
Nitroaniiine. Ce melange s'effectue entre moins 14 et moins 16°C pendant au moins 30 

30 minutes (mu) puis a temperature ambiante pendant la meme duree. On ajoute ensuite 
par petites quantites successives 20 mmol, soit 4,46 g, du Benzyloxycarbonyl-P- Alanine 



wo 01/42491 



9 



PCT/FROO/03398 



sec a la solution ci-dessus agitee pendant au moins 5 mn. Cette agitation se poursuit 
pendant 14 heures (h) entre 30 et 40^C. La temperature est ensuite portee a 50°C et 
Fagitation est pousuivie encore pendant 8 h. Une chromatographie en couche mince 
d'un dchantillon dilue montre qu'une grande partie des produits de base a ete 
transformee en derive |J-aminoacyl. On retire ensuite la pyridine par evaporation 
rotative a 50°C. L'huile visqueuse residuelle est agitee vigoureusement avec de la glace 
pilee en presence d'ethanol. On obtient ainsi en partie un solide jaunatre sur les parois 
du recipient le contenant et en partie une masse cristalline. Le solide est repris, filtre par 
aspiration et lave avec de Teau. Le produit seche a I'air est recristallise dans Fethanol 
chaud. Le produit sec pese 4,3 g et est homogene par chromatographie en couche mince 
(CCM) utilisant des plaques de gel de silice (solvant - ethyl acetate/toluene). Le 
rendement est de 62,7%. La protection constituee par le Benzyloxycarbonyl, present 
dans la Benzyloxycarbonyl-p-alanine-p-nitroanilide, est ensuite eliminee. Ainsi, 2,15 g 
de cette substance sont dissous dans un volume minimal d'acide acetique glacial chaud 
sous agitation. A ce melange, refroidi a 25°C est ajoute un volume egal de Bromure 
d'hydrogene a 30 % dans de I'acide acetique glacial sous agitation. Apres 1 h 30 mn, la 
solution visqueuse est vers^e lentement dans 400 ml d'Ether diethyl anhydre, sous 
agitation forte. La suspension blanche obtenue est ensuite filtree et le residu est lave 
plusieurs fois par de Tether anhydre, puis seche dans un dessiccateur a vide toute une 
nuit. On obtient ainsi 1,50 g de p-Alanine-p-nitroanilide, sous forme de sel de bromure. 

2^^) MISE EN EVIDENCE DE L^ACTIVITE ENZYMATIOUE p-ALANINE 
A MTNOPHPTIDASE AU MO YEN DE DTFFERENTS SUBSTRATS 
EN2YMATIOUES : 

A - Test du substrat P-Alanyl-P-naphtylamide et de la selectivite de la partie 
cjble : 

Plusieurs especes, a raison de cinq souches par espece, sauf si le nombre est 
precise, ont ete testees en presence de p-alanyl-p-naphtylamide dans des galeries de 
type API ZYM de chez bioMerieux La Balme, France. Les reactions ont ete effectuees 
avec des suspensions bacteriennes a une densite de 4 Mc Farland (McF) dans du 
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tanipon phosphate a 0,01M a pH 7,5. L'echelle de Mc Farland est une echelle de 
concentration bacterienne, ou 4 McF correspondent a 12,10^ bacteries par millilitre. 
Pour chaque souche, 80 microlitres de suspension sont introduits dans chacune des 
cupules de la galerie. Les galeries sont mises a incuber a 37°C pendant 4 h. La presence 

5 P-alanine aminopeptidase est mise en evidence en ajoutant une goutte de ZYMB (sel de 
diazonium. Fast Blue BB), commercialise par bioMerieux sous la reference 70480. 
L'apparition d'une coloration orange temoigne d'une reaction positive. Les resultats 
sont les suivants. II y a une reaction negative pour les especes enumerees ci-apres, en 
d'autres termes aucune activite P-alanine aminopeptidase n'a ete detectee : 

1 0 - Escherichia col i, 

- Shigella spp. (4 souches), 

- Shigella sonnei, 

- Edwarsiella tarda (2 souches), 

- Salmonella choleraesuis, 
15 - Salmonella typhis 

- Salmonella spp., 

- Salmonella paratyphi A, 

' Salmonella gallinarum (3 souches), 

- Salmonella arizonae, 
20 - Citrobacter freiindii. 

- Citrobacter diversus, 

' Klebsiella pneumoniae, spp. pneumoniae, 

- Klebsiella pneumoniae, spp. oxytoca, 

- Klebsiella ozaenae, 

25 - Klebsiella rhinoscleromatis (3 souches), 

- Hafnia alvei, 

- Enterobacter aerogeneSy 

- Enterobacter cloacae, 

- Enterobacter sakazakii, 
30 - Enterobacter gergoviae , 

- Serratia marcescens^ 
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- Serratia odorifera^ 

- Serratia fonticola^ 

- Serratia plymuthica^ 
" Proteus vulgaris, 

5 - Proteus mirabilis, 

- Proteus morganii, 

- Proteus rettgeri, 

- Providencia alcalifaciens, 

- Providencia stuartii, 

10 - Yersinia enterocolitica, 

- Yersinia pseudotuberculosis, 

- Pseudomonas piUida, 

- Comamonas acidovorans, 

- Comamonas testosteroni, 

1 5 - Pseudomonas alcaligenes, 

- Pseudomonas stutzeri, 

- Shewanella putrefaciens, 

' Stenotrophomonas maltophilia, 

- Brevundimonas diminuta, 
20 - Brevundimonas vesicularis, 

- Ralstonia picketti, 

- Pseudomonas luteola, 

- Pseudomonas oryzihabitans, 

- Sphingomonas paucimobilis, 
25 - Sphingobacterium multivorum, 

- Alcaligenes faecalis/odorans, 

- Achromobacter xylosoxidans spp. denitrificans, 

- Achromobacter xylosoxidans^ spp. xylosoxidans, 

- Bordetella bronchiseptica, 

30 - Oligella ureolytica (2 souches), 
-CDC/KC2, 
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- Aeromonas hydrophila, 

- Plesiomonas shigellol'des, 

- Vibrio alginolyticus, 

- Vibrio parahaemolyticus (4 souches), 
5 - Chryseobacterium meningosepticum, 

- Empedobacter brevis (3 souches), 

- Chryseobacterium baJustinum (1 souche), 

- Chryseobacterium indologenes, 

- Weeksella virosa (4 souches), 
10 - Myroldess^p.^ 

- Pasteurella gallinarum (] souche), 

- Pasteurella multocida, 

- Pasteurella pneumotropica (4 souches), 

- Actinobacillus ureae (1 souche), 
1 5 - Pasteurella haemolytica^ 

- Pasteurella aerogenes, 

- proches de Pasteurella (4 souches), 

- Psychrohacter phenylpyruvicus (4 souches), 

- Moraxella paraphenylpyruvica (3 souches), 
20 - Moraxella lacunata (4 souches), 

- Moraxella lac, sp. liquefaciens (7 souches), 

- Moraxella non liquefaciens (13 souches), 

- Moraxella hovis (4 souches), 

- Moraxella osloensis (18 souches), et 
25 - Actinobacillus spp. 

Par contre, il y a une reaction positive pour les quelques especes enumerees ci- 
apres, en d'autres termes une activite P-alanine aminopeptidase a ete deteclee : 

- Serratia liquefaciens^ 

- Pseudomonas aeruginosa^ 
30 - Pseudomonas fluorescens, 

' Burkholderia cepacia^ 
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- Pseudomonas mendocina., et 

- Ochrobactrum anthropi. 

CDC veut dire Center for Disease Control. Les groupes CDC sent des 
designations de groupes de souches en attente d'un nom d'espece. 
5 Le substrat p-alanyl-p-naphtylamide et plus particulierement la partie cible, la P- 

alanine, est done particulierement selective puisque six (6) especes seulement possedent 
I'activite p-alanine aminopeptidase, pour soixante-dix-neuf (79) especes qui ne la 
possedent pas, soil environ 7,1% d'especes positives parmi celles testees. 

La differenciation de Pseudomonas aeruginosa parmi les six especes pent 
10 facilement etre realisee en milieu gelose par la presence d'une coloration verte due a la 
production de pyoverdine par cette espece. 

B - Test du s ubstrat p-Alanvl-7-amido-4'methvlcoumarine et efficacite sur la 
detection de souches de Pseudomonas aeruginosa : 
15 Le substrat p-AIanyl-7-amido-4-methylcoumarine a ete utilise avec la 

methodologie suivante. Les souches ont ete isolees sur les milieux bioMerieux, France, 
suivants : 

- Columbia sang de mouton, 

- Trypticase soja sang de mouton, et 

20 - Mac Conkey (milieu dMsolement des enterobacteries). 

Les reactions ont ete effectuees dans des cartes Vitek 2 (Marque deposee, 
bioMerieux, Saint Louis, Missouri, Etats-Unis d'Amerique) avec des suspensions 
bacteriennes ajustees a une densite comprise entre 0,375 et 0,750 McF. 

Le tableau 1 ci-dessous met en evidence I'interet ou non du substrat teste pour 
25 certaines especes deja abordees au chapitre precedent, ou pour de nouvelles especes 
(par exemple Ochrobactrum anthropi). 

Des tests simples comme Thydrolyse de Targinine (ADH) ou i'utilisation de 
I'acetamide permettent de separer Pseudomonas aeruginosa de Tespece Ochrobactrum 
anthropi. 



30 
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Nombre de 


Nombre de 


Nombre de 


Reactions 


ESPECES 


souches 


reactions 


reactions 


difficiles a 




testees 


negatives 


positives 


interpreter 


Shigella boydii 


10 


10 


0 


0 


Shigella dysentehae 


10 


10 


0 


0 


Shigella flexneri 


10 


10 


0 


0 


Chromobacteriiim 


11 


9 


1 


1 


violaceum 










Chyseobacterium 


10 


10 


0 


0 


indologenes 










Ochrobactrum anthropi 


11 


0 


11 


0 


Oligella urethralis 


10 


10 


0 


0 


Pseudomonas aeruginosa 


137 


2 


134 


1 


Ralstonia pickettii 


10 


8 


2 


0 


Pseudomonas mendocina 


10 


0 


10 


0 


Pseudomonas stutzeri 


10 


10 


0 


0 


Comamonas (estoteroni 


10 


10 


0 


0 



Tableau 1 : Efficacite du substrat P-Alanvl-7-amido-4-methyicoumarine 

Le substrat est p-Alanyl-7-amido-4-methylcoumarine est done parti culierement 
efficace pour detecter les especes : 

- Ochrobactrum anthropi, puisque le taux de reactions positives est dc 100%, 

- Pseudomonas aeruginosa, puisque le taux de reactions positives est de 97,8%, 
et 

- Pseudomonas mendocina, puisque le taux de reactions positives est dc 100%, 

La valeur trouvee pour Pseudomonas aeruginosa est particulierement 
interessante, car I'echantillonage teste comprend 137 especes. Les trois souches, qui ne 
reagissent pas ou qui reagissent mal, sont liees a la variabilite biologique de cette 
espece. 
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D'autres especes montrent une aptitude partielle a hydrolyser la P-alanyl-7- 
amido-4- methylcoumarine, il s'agit de : 

- Ralstonia pickettii, puisque le taux de reactions positives est de 20%, et 

- Chromobacterium violaceum, puisque le taux de reactions positives est de 10%. 

C - Test du substrat P-Alanvl-4-amino-2.6-dichlorophenol et efficacite sur la detection 
de souches de Pseudomonas aeruginosa : 

Apres isolement sur gelose Columbia au sang de mouton, les souches sont 
testees en milieux liquide sur des cartes Vitek 2 (Marque deposee, bioMerieux, Saint 
Louis, Missouri. Etats-Unis d'Amerique), contenant le substrat P-Alanyl-4-amino-2,6- 
dichlorophenol, en presence de I'Acide 3,5-dihydroxy-2-naphtoique et un milieu 
reactionnel peptone et tamponne a pH 8,5. Les densites des suspensions bacteriennes 
sont de 0,5MF / NaCl 4,5 g/1. La lecture visuelle s'effectue apres 22 a 24 heures 
d'incubation. Le tableau 2 ci-apres expose les resultats qui ont ete trouves. 





Nombre de 


Nombre de 


Nombre de 


ESPECES 


souches testees 


reactions 


reactions 






negatives 


positives 


Citrobacter amalonaticus 


2 


2 


0 


Citrobacter freundii 


2 


2 


0 


Citrobacter koseri 


1 


1 


0 


Enterobacter aerogenes 


2 


2 


0 


Enterobacter cloacae 


2 


2 


0 


Enterobacter intermedius 


1 


1 


0 


Escherichia coli 


2 


2 


0 


Proteus mirabilis 


2 


2 


0 


Proteus vulgaris 


1 


1 


0 


Providencia stuartii 


1 


1 


0 


Salmonella arizonae 


1 


1 


0 


Serratia liquefaciens 


1 


0 


1 
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Serratia marcescens 


3 


0 




Klebsiella oxytoca 


2 


2 


0 


Klebsiella pneumoniae 


3 


3 


0 


Achromobacter xylosoxydam 


2 


2 


0 


Acinetobacter baumannii 


2 


2 


0 


Aeromonas hydrophila 


2 


2 


0 


Brevundimonas diminuta 


2 


2 


0 


Burkholderia vesicularis 


1 


1 


0 


Chryseobactehum 
meningosepticum 


2 


2 


0 


Ochrobactrum anthropi 


1 


0 


1 


Moraxella non liquefaciens 


2 


2 


0 


Myroides spp. 


1 


1 


0 


Pseudomonas aeruginosa 


13 


0 


13 


Pseudomonas fluorescens 


2 


1 


1 


Pseudomonas mendocina 


1 


0 


1 


Pseudomonas putida 


1 


1 


0 


Pseudomonas stutzeri 




3 


0 


Ralstonia pickettii 


1 


1 


0 


Shewanella algae 


1 


I 


0 


Shewanella putrefaciens 


1 


1 


0 


Sphingomonas paucimobilis 


2 


2 


0 


Stenotrophomonas maltophilia 


2 


2 


0 


Streptococcus agalactiae 


1 


1 


0 


Streptococcus pyogenes 


2 


2 


0 


Enter 0 coccus fae calis 


2 


2 


0 


Enterococcus faecium 


2 


2 


0 


Vibrio vulnificus 


1 


1 


0 



Tableau 2 : Efficacite du substrat p-Alanvl-4-amino>2.6-dichlorophepol 
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Avec ce substrat, P-A{anyl-4-amino-2,6-dichlorophenol, on obtient des resultats 
qui sont toujours ties significatifs avec Pseudomonas aeruginosa, Serratia liquefaciens, 
Serratia marcescens et relativement significatif avec Pseudomonas mendocina et 
Ochrobactrum anihropi, II peut done y avoir un interSt a combiner ce substrat avec un 
5 autre substrat permettant de distinguer Pseudomonas aeruginosa des autre micro- 
organismes qui ont une reactivite positive (voir 3*"^ paragraphe). Le cas de 
Pseudomonas fluorescens est difficile a interpreter et releve plutot d'un probleme de 
manipulation ou de la variabilite genetique de cette espece. 

De plus, on peut noter que la presence de polyvinyl pyruvate (PVP) ameliore la 
10 coloration des reactions positives. 

D - Test du substrat P-Alanvl para-nitroanilide : 

II s'agit sensiblement de la meme methodologie que dans le paragraphe C 
precedent, a I'exception de la lecture visuelle qui s'effectue apres 19h dMncubation. On 
15 a utilise comme substrat la p-Alanyl p-nitroanilide. Le tableau 3 ci-apres recapitule les 
resultats. 





Nombre de 


Nombre de 


Nombre de 


ESPECES 


souches testees 


reactions 


reactions 






negatives 


positives 


Citrobacter amalonaticus 


2 


2 


0 


Citrobacter freundii 


2 


2 


0 


Citrobacter koseri 


1 


1 


0 


Enterobacter aerogenes 


2 


2 


0 


Enterobacter cloacae 


2 


2 


0 


Enterobacter intermedius 


1 


i 


0 


Escherichia coli 


2 


2 


0 


Proteus mirabilis 


2 


2 


0 


Proteus vulgaris 


1 


1 


0 


Providencia stuartii 


1 


1 


0 
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SalfnoficllQ QrizonQc 


1 


1 


0 


ScfTotio Ucjucjhcicns 


1 


0 


1 


x^iO *4 ynr / f 1*1/1 ■>• y» yr> o m ^ 

oSrrullu irlCirCCSCCyiS 


1 


0 


1 

1 


jvteDMCiia oxyiocu 




2 


U 


JxlCDSlCLia p/lCUfTiOntuC 


Z 


2 


0 


AchroniobcictcT' xylosoxydcifts 


z 


2 


0 


Acinetobacter baiimannii 


2 


2 


0 


Aeromonas hydrophila 


2 


2 


0 


Brevundiffionas dimiyiuta 


1 


1 


0 


Burkhol deria vesicul aris 


1 


1 


0 


Chryseobaci erium 
meningosepticum 


1 


1 


0 


Moraxella non ligucfaciens 


2 


2 


0 


Myro'ides spp. 


1 
1 


1 


0 


rSQUuOmOrias uSrUginOSu 




U 


4 


7 seuuOffioncis puiiao 


1 
1 


1 
1 


u 


rSCuuOfelOnCiS SlUlZcrl 


J 


1 


u 


RdlstoniQ Dick^ttli 




1 


0 


Shewanello algae 


1 


1 


0 


Sphingomonas paucimobilis 


2 


2 


0 


Stenotrophomonas maltophilia 


2 


2 


0 


Vibrio vulnificus 


1 


1 


0 



Tableau 3 : Efficacite du substrat P-Alaiiyl p-nitroanilide 



Le resultat est done tres demonslratif puisque I'on distingue aisement la 
5 presence de Pseudomonas aeruginosa par rapport a d'autres especes n'ayant pas 
Tactivite enzymatique P-alanine aminopeptidase. 
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Les substrats ayant comme partie cible de la P-Alanine permettant de mettre en 
evidence I'activite P-alanine aminopeptidase sont done particulierement adaptes a la 
detection de Pseudomonas aeruginosa, et de quelques autres especes {Serratia 
liquefaciens, Pseudomonas marcescens, Pseudomonas mendocina et Ochrobactrum 
5 anthropi), dont la frequence de presence dans un echantillon est bien moindre que pour 
Pseudomonas aeruginosa, De ce fait la detection de la presence de cette activite 
enzymatique sera le plus souvent en relation avec la presence de Pseudomonas 
aeruginosa dans 1' echantillon biologique teste. II est toutefois possible, comme le 
demontre le paragraphe qui suit, de differencier Pseudomonas aeruginosa d'une de ces 
10 autres especes ayant I'activite p-alanyne aminopeptidase, 

3^) UTILISATION COMBINEE DE DEUX SUBSTRATS ENZYMATTOI JKS POI JR 
REVELER DFT JX ACTIVITES ENZYMATIOUES DIFFERENTES PONT 
L'UNE EST T; ACTIVITE ENZYMATIQUE P^ALANINE AMINOPEPTIDASE : 

15 

Cette utilisation de deux substrats pour reveler deux activites enzymatiques 
differentes est particulierement interessante. C'est par exemple le cas des activites p- 
glucosidase et P-alanine aminopeptidase. 

Ainsi Texemple A du chapitre 2 a montre que les especes Pseudomonas 
20 aeruginosa et Pseudomonas mendocina possedent toutes les deux une activite p-alanine 
aminopeptidase. II est toutefois possible de differencier ces deux especes par la 
recherche de T activite P-glucosidase qui n'est presente que chez Pseudomonas 
mendocina. Cette enzyme peut par exemple etre mise en evidence avec le substrat 6- 
Chloro-3-indolyl-P-D-glycopyranoside, obtenu chez Biosynth, Staad, Suisse. 
25 La differenciation de ces deux especes peut etre realisee en milieu gelose, 

comme decrit ci-apres. 

A un milieu Trypticase soja gelose sont ajoutes : 

- 200 mg de 6-Chloro-3-indolyl-P-D-glycopyranoside, 

- 50 mg de P-Alanyl-N,N'-dimethyl-p-phenylene-diamine, et 
30 - 15 mg d'Acide 3,5-dihydroxy-2-naphtoique- 

Le milieu est reparti et ensemence de la fafon suivante : 
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- 10 boites avec des cultures pures correspondantes a cinq souches de Pseudomonas 
aeruginosa et cinq souches de Pseudomonas mendocina, et 

- 2 boites avec un melange de deux souches I'une de Pseudomonas aeruginosa et 
I'autre de Pseudomonas mendocina, 

Les boites de Petri sont incubees a 35-37°C. Apres 18-24 heures d'incubation, la 
coloration des colonies est observee. Les colonies bleues avec un halo bleu 
correspondent a Pseudomonas aeruginosa et h la presence de I'activit^ P-alanine 
aminopeptidase, tandis que les colonies pourpres avec un halo bleu correspondent a 
Pseudomonas mendocina et a la presence des deux activites p-alanine aminopeptidase 
et P-glucosidase. 

II est ainsi tres facile de differencier sur un meme milieu un melange de souches 
appartenant a ces deux especes lorsqu'elles sont presenles dans un meme echantillon. 
Cet exemple montre qu'il est possible de combiner plusieurs substrats en relation avec 
plusieurs reactions enzymatiques dans un meme milieu reactionnel, dont une selon la 
presente invention pour caracteriser Pseudomonas aeruginosa. 
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REVENDICATIONS 

1. Substrat enzymatique constitue d'une partie cible et d'une partie marqueur, 
I'hydrolyse du substrat permettant la separation de la partie cible et de la partie 
marqueur, ladite partie cible caractdrisant I'activite enzymatique recherchee, paraptgrige 
par le fait Que la partie cible permet de reveler une activite enzymatique p-alanine 
aminopeptidase d'au moins un micro-organisme Pseudomoms aeruginosa, et la partie 
marqueur est une molecule revelant la reaction d'hydrolyse. 

2. Substrat, scion la revendicatiori 1, cflffrt<^rif>^ P^r 1? fait qw la partie cible est 
constituee de p-Alanine ou d'un de ses derives et la partie marqueur est une molecule 
chromogeae ou fiuorescente, 

3. Substrat, selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, raraptgpse par le 
fait qu' il est de formule : 

H2N-CH2-CH2-CO-NH-R, 
ou H2N-CH2-CH2-CO- est la partie cible et -NH-R est la partie marqueur chromogene 
ou fiuorescente du substrat. 

4. Substrat, selon I'une quelconque des revendications 1 3, cjir^gterisd par 
fait que la partie marqueur est constituee de : 

- p-Naphtylamine, 

- Aminomethylcoumarine, tel que 7-Amino-4-mdthyl-coumarine, 

- derive de FAminobenzene, tel que 4-Amino-2,6-dichlorophenol, 

- p-Nltroaniline, ou 

- 2-Amino-indoxyl ou 3-Amino-indoxyl. 

5. Composition permettant la detection d'au moins une souche et/ou une espece 
de micro-organismes qui comprend au moins un substrat, selon I'une quelconque des 
revendications 1 ^ 4, et un milieu de culture. 
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6. Composition permettant la detection d'au moins souche et une espece de 
micro-organismes ou d*au moins deux souches ou deux esp^ces de micro-organismes, 
qui comprend au moins un substrat, selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, au 
moins un autre substrat et un milieu de culture. 

5 

7. Composition, selon Tune quelconque des revendications 5 ou 6, caracterisee 
par le fait que le milieu de culture contient un revelateur. 

8. Composition, selon Tune quelconque des revendications 5 a 7, caracterisee 
1 0 par le fait que le milieu de culture contient : 

- du sel de diazonium, lorsque la partie marqueur liberee est la P-Naphtylamine, ou 

- de TAcide 3,5-dihydroxy-2-naphtoique, lorsque la partie marqueur liberee est un 
derive de T Aminobenzene, tel que le Dichloro-amino-phenol. 

15 9. Composition, selon Tune quelconque des revendications 5 a 8, caracterisee 

par le fait qu'elle est sous la forme d'un milieu liquide ou d'un milieu gelose. 

10. Procede de detection de I'espece bacterienne Pseudomonas aeruginosa, 
consistant : 

20 - a mettre au moins un substrat permettant de detecter I'activite enzymatique p-alanine 
aminopeptidase en presence d'un echantillon suspecte de contenir au moins un micro- 
organisme Pseudomonas aeruginosa, et 

- a observer Tapparition de reactions colorees et/ou fluorescentes. 

25 11. Procede de detection de I'espece bacterienne Pseudomonas aeruginosa, 

consistant : 

- i mettre au moins un substrat permettant de detecter I'activite enzymatique p-alanine 
aminopeptidase en presence d'un echantillon suspecte de contenir au moins un micro- 
organisme Pseudomonas aeruginosa, 

30 - a mettre au moins un substrat permettant de detecter une activite enzjonatique 
differente de P-alanine aminopeptidase en presence de rechantilion suspecte de 
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contenir au moins un autre micro-organisme que Pseudomonas aeruginosa, cette autre 
activite enzymatique permettant de differencier Pseudomonas aeruginosa de cet autre 
micro-organisme, et 

- a observer 1* apparition de reactions colorees et/ou fluorescentes. 

5 

12. Precede, selon Tune quelconque des revendications 10 ou 1 1, caracterise en 
ce que le milieu de culture est gelifie. 

13. Precede, selon la revendication 12, caracterise en ce qu' on ajoute dans le 
10 milieu de culture un produit reduisant la migration de la ou des colorations et/ou 

flurescences obtenues. 
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